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論文の内容の要旨
　近年の分子生物学の発展には，初期の大腸菌（宿主）とそのファージ（ウイルス）を用いた系が大きく貢献し，
哺乳動物細胞の研究においても同様に，様々なウイルスが活用されてきた。そして逆転写酵素，スプライシング
機構などいくつもの重要な発見がなされてきた。これらの発見は，多くのウイルスがその増殖過程のいたるとこ
ろで宿主細胞の機能と相互作用し，さらに宿主機能に依存しているためになされたものであり，ウイルス研究の
目的の一つは，ウイルスを利用して宿主細胞の機能を明らかにする事にある。またウイルス感染によってもたら
される疾病に関しても，その多くがウイルスの増殖や持続感染によって起こることが明らかにされつつある。
　パルボウイルスには，ヒトを含めた各種哺乳動物に固有に感染するウイルス種が存在し，そのゲノム構成は約
5kbの一本鎖DNAであり，DNAウイルスの中では最小である。それゆえウイルスの増殖には，ウニイルス由来の二
種類の調節タンパク質であるNS1，NS2に加え，数多くの宿主因子に依存していることが示唆されている。また胎
児期の感染によって小脳形成不全，急性肝炎などの症状を示し，ヒトパルボウイルスでは，その持続感染が関節
炎リウマチ症の一因と考えられている。本研究では，このパルボウイルスと生命現象との関わりを個体，細胞お
よび分子レベルで明らかにするために，げっ歯類パルボウイルスを用いて以下の3点について解析を行っている。
（1）ラットパルボウイルスH－1感染細胞死におけるアポトーシスの関与
　近年，ウイルス感染とアポトーシスの関与における多くの研究報告は，ウイルスの病原性のみならず，宿主と
の共生という点においても非常に重要な知見を与えている。本研究ではH－1ウイルス感染による細胞死とアポトー
シスの関与を検討したところ，グリオーマ由来細胞株C6において強いアポトーシスが認められ，またこのアポ
トーシスはセリン・プロテアーゼの一種，カスパーゼ3の活性化により引き起こされる事を見出した。さらにウ
イルス感染ラットの小脳穎粒膜細胞における細胞死は，ウイルス感染細胞と一致し，感染個体でもその病因がア
ポトーシスによることを明らかにした。
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（2）マウスパルボウイルス（MVM）のNS1における転写活性化に対する転写コアクチベーターC昨の作用機構
　の解析
　転写因子であるNS1は，ウイルスの増殖に必要不可欠なだけでなく，その過剰発現は細胞に対して強い傷害活
性を示す。しかし，NS1の転写活性化機構，特に相互作用する宿主因子に関してはほとんど明らかにされていな
い。本研究ではNS！はCBPの2つのシステイン／ヒスチジンリッチ領域であるC／H1およびC旧3と相互作用し，CBP
との協調的遺伝子発現によって，ウイルス自身の後期プロモーターP38下流にコードされるキャプシドタンパク
質の産生を増強することを見出した。また，CBPを介してその転写活性能を獲得する宿主由来の転写因子である
癌抑制遺伝子p53は，NS！の過剰発現によりその転写活性能は著しく阻害されることを明らかにした。そしてNS1
によるp53の転写能抑制はCBPの共発現によって回復されたため，この抑制効果はNS1とp53による宿主CBPの
競争阻害によるものと結論づけた。
（3）MVMのNS2における核外輸送機構の解析
　主に細胞質に局在し，その機能についてはほとんど明らかにされていないNS2に関して，本研究ではその細胞
内局在に着目した。そしてNS2は核から細胞質に能動的に輸送され，このNS2の核外輸送機構は，近年多くの核
外輸送タンパク質のレセプターとして報告されているCRM1に依存していることを明らかにした。NS2とCRM1の
相互作用は，低分子量Gタンパク質RanのGTP結合型の共存下で増強し，またCRM1と核外輸送シグナル（NES）
との結合を阻害する物質レプトマイシンBの添加により，著しく阻害された。さらにNS2のNESを同定したとこ
ろ，既知のNES配列に認められるロイシンに富んだ領域は認められなかった。
審査の結果の要旨
　本研究では，最も下等なウイルスであるげっ歯類パルボウイルスを研究対象とし，感染実験による細胞から個
体レベルまでの生理学的解析から，ウイルス由来のタンパク質の分子生物学的機能解析まで幅広く行っている。ウ
イルス感染によるアポトーシスの誘導は，このウイルスの病原性，特に以前より大きな謎であったウイルス感染
による小脳形成不全のメカニズムを明確にしている。今後，ウイルスのアポトーシス誘導因子同定，また宿主側
の誘導機構の詳細な解析により，更なる研究の発展が期待できる。
　またウイルス粒子の産生に必須であり，感染によって引き起こされる多様な疾病との関連に興味が持たれてい
るNS1，NS2に関しては，まずNS1とCBPは直接相互作用し，転写活性を協調的に制御していることを見出して
いる。またCBPの多様な転写因子間でのクロストークに着目し，癌抑制因子p53との間に競争阻害が生じること
を示しており，これはNS1の腫瘍細胞における顕著な傷害活性に新たな知見を与えるものである。そしてCRMヱ
によるNS2の核外輸送機構の解明は，ウイルス増殖におけるNS2の機能のみならず，同定されたNS2のNES配列
は非常にユニークであり，CRM1による核外輸送機構にも新たな概念を提唱している。
　以上の研究は，パルボウイルスの病原性，増殖機構を明らかにしただけでなく，遺伝子発現をはじめとする宿
主細胞機能に関して，新規性かつ独創性の高い理論構築をしたといえる。
　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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